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© TNF-bindende proteine. 

© Die vorliegende Erfindung betrifft nicMlosliche Proteine sowie losliche Oder nlcmiosllche ^gmente davon 
dTe TNF binden, in homogLr Form. sowi,, deren physilogisch vartraglichen W*. .nitoso. ^ 
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nlchtreduz.erende SDS-PAGE-Bed n^n . 
Verfahren zur Isoiierung solcher Proteinen Antikorper gegen solche Proteine, DNA-Sequenzen. d.e . fflrn.* Id £ 
C he Proteine sowie losliche oder nichtlSslichc Fragmente davon. die TNF binden kod.eren, wle seiche, . d.. fur 
Proteine kodieren. die zum einen Tail aus einam los.ichen Fragment das TNF bindet und zurr , and. m J* au 
alien Oomanen ausser der erster, der konstanten Region der schweren Kane humaner irnmungiobuli ™» bMtahen 
und die davon kcdiertcn rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mittels tran storm ierter pro- 
wie eukaryotischcr Wlrtszeilen. 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 

Tumor Nekrosis Faktor « (TNFa, auch Cachectin), auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenderi 
Wlrkung auf bestlmmte Tumoren entdeckt und Lymphotoxin (TNFfl) sind 2wel nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der Lymphokire/Cytokina, die im folgenden boide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsajteiten 2 und 3]. TNF verfugt liber ein breites zeltulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 
5 besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische Wlrkung auf sine Reihe von Tumorzelllinien [2,3], stimuliert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phago2ytlerende/cytotoxische AktlvitSt von myeioischen Zeilen 
[4,5,6], induziert Adhasionsmolekule in Endothelzellen oder ubt eine inhibierence Wirkung auf Endothel aus 
[7,8,9,10], inhibiert die Synthase von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von Histokompatibilftatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden tibsr sine Induktion von 
70 anderen Faktoren oder durch synergistische EFfekle mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
oder Interleukinen erzieit [13-16]. 

TNF ist bei einer Reihe von Pathologischen ZustSnden. beispielsweise Schockzustanden bei 
Meningococcen-Sepsis [17]. bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Mausen [13] oder 
bei cerebraler Malaria bei Mausen [19] und heim Menschen [di] invoiviert. Ganz aUgemein scheinen die 
is to/ischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermitteit zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie inter!eukin-1 
Fieber ausldsan [39], Aul Grund der pleiotropen funktionellen Eigenschaften von TNF kann man annehmen. 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer gan2en Reihe werterer paihologischer 
. ZustSnde als Mediator von immunantwort. Entziindung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF uber spezifische Rezeptoren vermrttelt. wobei nach 
zo heuttgem Wissensstand sowoht TNFa wie TNF3 an die glefchen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in dsr Anzahl von TNF-Rezsptoren [22.23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteins (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF r.achgewiesen [24-29], wodei die fol anrien scheinbaren Molekulargswichte der erhalteriert TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95/100 kO und 75 kD [24], 95 kO und 75 kD [251, 138 kD, 90 kD, 75 kD und 
25 54 kD [26]. 100+5 kD [27], 97 kD und 70 kD [2B] und 145 kD [29]. Mittels anti-TNF-Antikorper- 
Immunoaffinitatschromatographie und prSparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoiiert v/erden [27], Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE- Analyse ergab mehrere Banden. die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischsn Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendst werden 
30 miisaen, zur Inaktiviemng dea Bindeproteins fGhren [311, ist letzteres auch nicht moglich gewesen. Die 
Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittela lonenaustauacher- 
Chromatographie and Gsltiltration (Molekuiargewichte im Bereich von 50 kD] wurde von Olason et al. 
beschrieben [30]. 

Srockhaus et al. 132] erhielten durch TNFa-Ligandenaffinitatschromatographie und HPLC aua Membran- 
35 extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Pra'paration, die wiederum als Antigenpraparation zur 
Horstaliung von monoidonalen Antikorpern gsgen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verv/endung sines 
solchen immobilisierten Antikorpers (Immunarfinitatschromatographie). wurde mittels TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographio und HPLC von lootschor und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eino angoreichorto Preparation von TNF-BP orhalton, dio in der SDS-PAGE-Anaiyso oino starko broitc 
40 Bando boi 35 kO, ©in© schwacho Bande bei etwa 40 kD und oino sohr echwacho Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so arhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick suf die 
Heterogenic des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placemen) nicht klar. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtlbsliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotet- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und Idslichg oder nichtldsliche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physiologisch vertragliche Salze. Bevor2ugt sind solche Proteins, die 
gemass SDS-PAGE unter nicht redu2ierenden Bedingungen durch scheinbare Molekuiargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 3B kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und B5 kD charakterisiert sind, insbesonders solche mit 

so etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevor2ugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 

Aminosaur9teilsequen2en gekenn29ichnet sind: 

(IA) L8u.Va[-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg.Asp*S9r-Val-Cys-Pro-Gin-GJy-Lys-Tyr-lle*His-Pro^3ln- 

X-Asn-Ser-tle 

(IB) Ser-Thr-Pro-Gtu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

{II A) ser-Gin-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu'Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Giu-Lys-Pro-Leu 
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(liEllle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Wa-Tyr-Pro-Ala-Lsu-Qlu 
(IIF) Lsj-Cys-Ala-Pro 

K sssiss^^ **- x ,ur einen steht der 

nicht eindettig basiimmt werden tannw. N - ter minal S Tailsequenz charakterisiart worden 

lm Stand der Techn.k s,nd B-ereUs ™ • i» sjch djese s ^ nz von dw 

(Eoropaisch. Patcntanmeldung md id* Publlka ''°" S Ss N ' Fo ,„ 8 , (1A ) unterscf.eidet. lm Ubrigen nandelt m 
UdungsgemiUsen N-terminalen Te "^^^^HndUwnen urn aus dam Urin isolierten 
sich aber bei den im Stand der ^•'^^ N ; m JLgetundene. ^.losliche. TNF- 

loslichen d.h. nicht membrangebundena. TNF-BP und ™ont um m 

BP - ^ * m . H „nn 3 ind auch Varfahren zur Isolierung der artindungsgemSssen 

Geger.stand der d«s man im wesentlichan die foigenden Re,n, 

TNF-BP. Dies* Verfahren ^^^ZTZTz^. oder Gewebeextraktes, immunaffinitatschrorna. 
gungsschritte r.acheinander aLsiuhrt; H^" u * «T? ' f^.sctiromatograpiiie. hochauflosende FWsagtaJrta- 
Agraphia und/sdar ein- Oder rnehrtache Lg^^^^o^. (SDS-PAGE). Die Kcmbina- 
chromaWgraphie (HPLG) and prapa^e P ^«V 9 Reini sschri „ 9 M «, dan Erfolg des 
tan der aus dem S.anc der T«^k n Schritl9 im Ranmen der zu icsenden Aufgabe 

erfindungsgcmSsser Verfahrens essentiell. w9M. e nze ursprQng i ich fUr die Anreiche.ung von TNF- 

mocifiziert und verbal wurden. ^'f^^ 

3P 3 ls humaner Placenta [31] verwendeto «™' n,e ™ ^ B SA-Sepharo« 4B-Vors»iil. «rwendet wur- 
.itatscbromatograpnie-Schritt ^^^'^^Tb^W * -it oar 
de. Diese VorsSule wurde zum Auttrag des Ze I W» wufden die be , den 

saule uno gefolg. von der Ugandan**™ atss^e g*» N»* A FraWi0 nen wurden 

Jul e«genannten Saulen abge Frfindungswesentlich fur die DurcnWhnmg dee 
nochmais war aire ^^^^'^"td^eines Detergens-haltigen Losungsmittelgemisches 
Umkehrphasen-hPLC-Schrittes ,st A. V -""^^E£ W wn saugerzellen , aus de nen 

Farr. e r ist auch ein technischea Verfahren Ein solches Verfahren mctuwt 

TNF-BP isoiier, warden konnen O*-"*" 1 * WachStLoerfordernisse der verwendeten 

29 n zu verstehan. die fur nichtloshbhe Prote.ne odw auswinlbar sind: 

« kociaren. Frfinduna nicht nur allelische Vananten. sondern auch aolcha 

Das hai«t. dass «on der vorltegendan Ert.ndurg und Addltlonen von einam cdar 

DNA-Saquenzen umlasst sind. d,e «h d f rf h °^VqXen argeban. v/obei as sich bei den davon 

..ehraran Nukleotiden dor in Hgur 'J^^^^Zvm*. « sicb durch aine ileh. Oeia.cn 

tartan Protainan "f*^^^"^^ b-d^n. . .. . 
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kodierten Protainan nach wie vor ^ " ,r ur (1990) besc hrieben. 

ergibt, ist beispialsweise In s f " c ^;l?„ «atehe fur ein niches Protein n* «nem acbeinbaran 
Bavorzugt s.nd einmal aolche DNA-Saquenzen. «WRM da[ g est8 ||te Sequenz besondar, 

Molakulargawicht von etwa 55 m J^^J^Jl^^M. von aolchen Protainan kodlaren. 
bevcrzugt ist. wie Sequenzen. die fur ^J*^*^^. Promin-Fragment kodiert, reicM von 
Bna ONA-Sequenz, die baispielsvaiaa rur am j *dm ™cntios ■ di „ fiir , e8 „ cna Prote^ 

Nukleotid -185 bis 1122 der in Abbildung geze «e « ^ *£^. iaB £ M3 bzw . von Nuklaotid .14 b,s 
Fragmente kodieren, S ind beispielswe.se seiche d« von DN A-Scquanzen. die rOr «n 
633 der in AbbiWung 1 gazeigten 8eq«J«««* ^ 4 dargesteilt. Partialie cDNA-Sequanzen 
Protein von ewa 75/65 kD kodteren, wobei solche, d,e d» 9 
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enthaiten. bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fail die Sequenzen des 
cffenen Leserasters von Nuklaotid 2 bis l'i77. Die Peplide HA. MC. HE, IIF, HG und IIH weraon von der 
partieilen cDNA-Sequenz In Figur 4 kodiert. wobei die geringfQgigen Abweichungen der experimentell 
bestrmmtcn Ammosauresequenzen von der von der cDNA abgeleiteten Sequenz mit hcchster Wahrschein- 
s lichkeit aut der germgeren Aufidsurg der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzen. die fur nichtlosliche wie losliche Fragmcnte von TNF-blndenden Proteinen mit einem scheinba- 
ren Mclekulargewicht von 75 kD/e5 kD kodieren. ONA-Secuenzen Kir seiche Idslichen Fragment© konnen 
auf Grund der Hydrophilieprofile der von den far solche nichtloslichen TNF-BP kodierenden Nukleinsaure- 
sequenzen aogeletteten Aminosauresequenzen bestimmt warden. 

w Die Erfindung betrifft weiterhin DNA-Sequenzen, die erne Kombinatiort aus zwei Teil-DNA-Sequenzen 
umfassen, wobei die eine Teilsaquenz fur solche Ibslichen Fragmenle von nlchtlflslichen Prateinen dio TNF 
binden kodiert (s.O.) und die andere Teii-Sequenz, fur alle Domanan ausser der ersten Oomane cer 
konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wis IgG, IgA; IgM bzw. !gE, kodiert. 
Die vorliegende Erflndung betrifft naturlich auch die von aolchon DNA-Sequenzen kodierten rckombin- 

is anten Proteine. Selbstverstandlich sind dabei auch solche Proteine umfasst. in deren Aminosauresequen- 
zen, beispieisweise mittels gezielter Mutagenese, Aminosauren so ausgetauscht worden sind, aass dadurch 
die Aktivitat der TNF-BP oder deren Fragments, namlich die Bindung ven TNF oder die Wechseiwirkung 
mit andersn, an der Signalubertragung beteiligten Membrankomponenten. in einer gewUnschten Art veran- 
dert oder erhaJten wurden. Amlnosaureaustausche in Proteinen und Peptiden, die im allgemeinen die 

2d Aktivitat solcher Molekule nicht verSndern. sind im Stand der Technik bekannt und beisplgisweise von H. 
Neurath und R.L Hill in "The Proteins" (Academic Press, New York, 1979, siehe besonders Figur 6. Seite 
14) beschrieben. Die am haufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser, Val/lle. Asp/Glu, Thr/Ser 
AlaGly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val. Ser/Qly. Tyr/Phe. Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Us, Leu/Val, Ala/Glu,' 
Asp/Gly. scwie solche in umgekehrter Weise. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren, die 

25 erfindungsgemasse DNA-Sequenzen enthaiten und zur Transformation von geeigneten pro- wie eukaryoti- 
schen Wlrtseystemen geeignot sind, wobel solche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine ftlhrt. Schliesslich betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transformierte Pro- wie eukaryotische Wirtssy- 
stsme, wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungen durcn Kultivie- 

30 rung soldier Wfrtssysteme und anachiiessende Isolierung dieser Verbindungen aus den Wirtssystemen 
selbst oder deren Kulturuberstanden. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate, die wenigstens ernes 
dieser TNF-BP oder Fragmerte devon. gewunschtenfalls in Verbindung mit weiteren pbarmazeutisch 
wirksamen Substanzen und/oder nichttoxiachen, inerten. therapeutiscrt vortraqlichen Tragermaterialien 

35 enthaiten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandfung von Krankheiten, bevorzugt solchen, in 
deren Veriauf TNF involviert ist 

Ausgangsmaterial fur die erfindungsgema*ssen TNF-BP sind ganz allgemein Zeilen, die solche TNF-BP 
40 in membrangebundener Farm enthaiten und die dem Fachmann ohne Beschnankungen allgemein zugang- 
lich sind. wie beispieisweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240], U 937- [ATCC Nr. CRL 1593], SW 480- [ATCC Nr 
CCL 223] und HEp2-Zeilen [ATCC Nr. CCL 23]. Dieae Zeilen kdnnen nach bekannten Methoden des 
Standea der Technik [40] oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereits allgemein und im Detail ftir 
HL60-Zellen in Beispiel 2 baschrtebenen Verfahren kuitiviert werden. TNF-BP kOnron dann nach bekannten 
43 Methoden dss Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien, beispieisweise Triton X-114. 1-O-n- 
Octy!-f?-D-glucopyranosid (Octylgluccsid), oder 3-[(3-ChoJylam/dopropyl)-dimethylammonlo]-1-propan sulfo- 
nat (CHAPS), fm besonderen mittels Triton X-100, aus den aus dem Medium abz3ntrifugierten und 
gewaachsnen Zeilen exlrahiert werden. Zum Nachweis solcher TNF-BP kdnnen die Ublicherweise verwen- 
deten Nachweismethoden fur TNF-3P, beispieisweise eine PolyathylenglykoMnduzierte Fallung des ,3S l- 
so TNF/TNF-BP-Komplexes [27], im besonderen Filterbindungsteats mit radloaktiv ma/Werte;n TNF gem5ss 
Beispiel 1, verv/endet warden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF-BP kQnnen die generell zur 
Rainigung von Proteinen, Insbesondere von Membranproteinen, verwendeten Methoden des Standes der 
Technik, wie beispieisweise lonenausiausch-Chromatographie, Gelfiitration, Affinitatschromatographte. HPLC 
und SDS-PAGE verwendet v/erden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstellung erfindungsgemasser 
TNF-BP sind Affinitatschromatographie, insbesondere mit TNF-a als an die Festphase gebundenen Uoan- 
den und ImmunaffinitatschromatographiQ, HPLC und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen, beispieisweise 
mittels Elektroelution nach Hunkaplller et al. [34], wobei nach heutigem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Elektro-Oialysezeiten generell zu verdcppeln sine. Danach noch verbleibende Spuren von 
SDS konnen dann gemass Sosserhoff St al. [50] entfemt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP kennen mittels der im Stand der Technik bekannten Mothoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-iermirale Aminosauresecuenzierung Oder enzymatische wie chsmische 
s Peptidspaltung charakterisiert weraen. Durch enzymatische cder chemische Spaltung erhaltene Fragments 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise HPLC. aufgetrernt und selbst wiecer N-termmal 
sequen^iert werden. Solche Fragmente. die selbst noch TNF binder, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden Sir TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden • 
Erfindung. 

jo Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosauresequenzinformation Oder den in Rgur 1 wie Figur 4 
dargestellten DNA- wie Aminosauresequcnzen kdnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonucleotide hergesteiit werden [51]. 
Mitteis dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42.43] cDNA- Oder 
□enomische DNA-Banken nach Klonen. die filr TNF-BP kodierenae Nukieinsauresequenzen enthalten, 
abgesucht werden. Ausserdem konnen mittels der Polymerase-Keltan reaction (PCR) 149] cDNA-Fragmente 
klqniert werden, indem von zwei auseinandcrliegenden, relativ kurzen Abschnitten der AminosSuresequenz 
unter Beachtung des genetischen Cooes vollstandig degenerierte und in Ihrer KomplementaritSt geeignete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen dlesen belden Sequenzen liegende 
Fragment ampiifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz sines derart.gen 
Fragmentes ermoglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinfragments, fur 
das es kodiert Die mittels der PCR erhartlichen cDNA-Fragmente konnen ebenfalts. wie bereits fur die 
Oiigonuktectide selbst beschrieben. nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von far TNF-BP kodterende 
Nukieinsauresequenzen enthaltendcn Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden^ 
Solche Nukieinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
der so bestimmten wie der fUr bestlmmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die far tflsiiche TNF-BP-Fragmente kedieren, bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz hcrausgesehnitten werden [42]. 

Die gesamtc Sequenz Oder solche Teilsequenzen ktinnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren VervielfSltigung wie Expression En Prokaryoten integnert 
werden [42] Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli StSmme. wie E. coii HB 101 [ATCC Nr. 33 694] odor E. coh 
W31 10 "ATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemSsse Nukieinsauresequenzen. die fur TNF-BP sowre fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vemnehrung wie Expression in euka^otiscnen WirtszeJen. 
wie beispielsweise Hefe. Insekten- und Saugerzellen, mittels bekannter Methoden integnert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgl bevorzugt in Sauger- wie Insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor Kir Saugerzellen enthSIt ein effizientes Promotorelement, urn eine guts 
Transkriptionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signaie fur eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden konnen, smd 
"Enhancer" welche zu nochmals verstarkter TranskripUon ffihren und Sequenzen. we-che z.B, eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen. Zur Expression von Nukieinsauresequenzen. denen das endo- 
qene fQr ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fahlt. konr.en Vektoren verwendet werden. die solche 
aeeiqneta Sequenzen, die fQr Signaipeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren. enthalten. Stehe 
beispielsweise der von Cullen. 8.R. in Cell 46 , 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ26fi Oder such bei 
45 Sharma. S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething, M.J.. Cold Sonng 
Harbor Lab. (1985). Seiten 73-78. 

Dio moisten Vektoren, die Kjr aing transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzel- 
len verwendet werden, enthaiten den Replikationsursprung dea SV40 Virus, tn Zellen. die das T-Antigen das 
Virus exprimieran. (z.B. COS-Zellen). werden diese Vektoren stark vermehrt. Bne voriibergehende Expres- 
so sion ist aber nicht auf COS-Zeilen beschrankt. Im Prinzip kann jede transfektierbare Saugerzelllinle hienUr 
verwendet werden. Signaie. die eine starve Transkription bewirken konnen, sind z.B. die frUhen una spaten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("iong terminal repeats") von Retroviren. wie beispielswe.se RSV, 
HiV und MMTV. Es konnen aber auch Signaie von zellulSren Genen, wie z.B. die Promotoren des Aktm- 

55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. . „ . 

AILemativ konnen aber auch stabile Zelllinien. die die speztfische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben, erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit etnern 
seiektterbaren Marker. z.B. Neomycin. Hygromycln. Olhydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxantnin- 
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Guanin-Phosphoriboayltrangferase (hgpt) kctransfektiert. Die stabil ins Chromosom aingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch atark vermehrt warden. Etn geaignoter Selection 3marker hierfur ist baispieisweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), v/elche kein intaktes dhfr-Gan entbaJten. 
wercen hierbei nach erfolgter Transferor mit steigenden Mengen von Methotrexat inku'oiert. Auf diese 
Weise kcnnen Zalilinien erhaiten warden, weiche mehr als tausend Kopien cer gewunschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

Saugerzellen, weiche fur die Expression verwendet warden konnen, sind z.B. Zellen der menschlichen 
Zslllinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zellen. z.B. 
[ATCC CCL 140], (CHO)-Zellen [ATCC CCL 61]. BHK [ATCC CCL 101-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 
70]- und dio COS-Zoillinicn (ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBCl2MI [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala. Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19" und n pN123". Diese konnen aua der mit ihnen transformierten E. cofi-Stammen HB101(pK19) und 
HB101fpN123) nach bekannten M3thoden isoliert warden [42]. Dress E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Dcutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD untcr DSM 5761 fur H8101(pK19) und DMS 5764 fur HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteins, die aus ainem losiichan Fragment von nichtloslichen TNF-BP und einem Immunglooulinanteil. d.h. 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eignen sich 
besonders pSV2 abgeieitete Vektoren wie beispielsweise von German. C, in "ON A Cloning" [Vol. 11.. edt von 
Glover. O.M.. IRL Press. Oxford, 19851 beschrleben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
Dsutschen Sammlung von Mikroorganismen uno Zgllkutturen GmbH (OSM) in Braunschweig. BRD hinter- 
legten und in der Europalschen Patemanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315), pCD4-H 7 l (DSM 5314) und pCD4-H 7 3 (DSM 5523). Besagte EuropSische Patentschrift wie die 
in Beispiel 1 1 angegebenen aquivalemen Anmeldungen enthalten auch Angaben bezuglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fur die Expression vgn soichsn chimaren Proteinen mit anderen Immunglobulin- 
anteilsn. 

Die Art und Weise wie cie Zellen transfektiert werden hangt vom gewShtten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Uber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al.. "DNA Transfor- 
matlon of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmld DNA", Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Lipofectin: A highly efficient, sipid-mediated DNA-transf action procedure", Proc 
Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Bacu I ovirus- Expressions-System, welches schon fur die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fdr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Bio/Technology 6 , 47-55, 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteins konnen 
authentisch oder als Fusion sproteine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteins konnen auch 
modifiziert. wie beispielsweise glykosyliert (Smith et al.. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408. 1987) 
sein. Fur die Hersteliung eines rekombinanten Bacuiovirus, der das gewOnschte Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter vorsteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens, 
enthalt, wot>ei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren "pN113". "pNH9" und "pN124". Diese konnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coli-Stammen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101( P N124) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mlkroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig. BRD. unter DSM 5762 fur 
HB101(pN1l3). DSM 5763 filr H8l01(pNl19) und DSM 5765 fOr HB101(pN124) hinterlegt. Der Transfervek- 
tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
Zellen durch homologe Rekombtnation entstehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden identifiziert und isotiert werden. Eine Uebersicht uber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtloslichen Oder I6slichen Fragments konnen dann nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden der Protemchemie. wie beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Vertahrens aus der Zellmasse oder dsn Kulturtiberstanden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemSss erhaltenen TNF-BP konnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen Antikflrpem nach bekannten Methoden der Technik [44,45] Oder gemass dem in Beispiel 3 
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oeschriebenen Verfahren verwendet werden. Solche Antikorper, insbeaondere monoklonale Antikorpsr 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies. sina ebenfalls Gegenstand der vcrliegerden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichlete Antikorper kcnnen durch dem Fadimann gelaufige Modirikationen des in den 
Beispielsn 4-6 im Detail beschriebensn Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erflndungsgemasser TNF-BP fur TNF {Kd-Warte in den Grds- 
senordnungan von 10 -9 • i -l0 M) konnen diese oder Fragmente davon als Qiagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum cder anderen KSrperflussigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Msthoden, 
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikdrpern in sogenarnten 
"Sandwich "-Tests, eingesetzt v/erden. 

to Im Ubrfgen konnen erfindungagemasse TNF-BP einerseits zur Reinigung v 0 n TNF und anderersoits 
zum Auflinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-BP sowie deren ohysiologiseh vertragliche Sake, die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden konnen. konnen aucn zur Hersteilung von pharmaceuti- 
cs schen Praparaten, vor allem solchen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF mvolv.ert ist. 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wunschenswert bzw. 
errorderfich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den ubiichcrwe.se verwen- 
deten festen oder flussigen Tragerm atari a lien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung solchar 
Praparate kann unter Beriicksichtigung der ublichen Kriterien in Analogie zu bereits verwendeten Prapara- 
20 ten ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschneben worden ist, sollen die folgenden Beispiele 
Einzelheiten der Erfindung veransc haulier. en. ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 
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Die TNF-BP wurden in einem Filtertaat mit humanem radio-jodiertem 12S I-TNF nachgewtesen. TNF 
[46 471 wurde mit Na' 33 l (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
=urochemie, Oud-Beijerlafld, Niederiande) nach Fraker und Speck [401 radioaktiv makiert. Zum Nachwe.s 
der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre solubilisierten, angereicherten und geremg- 
»en Fraktionen auf angefenchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
qen Die Filter wurden dann in Pufferiosung mit 1% entfettetem Miichpuiver oiocklert und anschtiessend mit 
5-10 5 cpm/ml l25 l-TNFa (0.3-1,0"10 a cpm/ug) in zwei Ansa*tzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml n.cht- 
markiertem TNF* inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radioaktivlta^ wurde autorad.o- 
graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem ^Counter gezahlt. Die spe Z .f.sche J-™^- 
Bindung wurde nach Korrektur fur unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueoerschuss ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Hftartest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemeasen und nach Scatchard analysiert (33], wobei ein K<-Wert von -1(TM0-"M erm.ttett wurde. 



Beispiel 2 



50 Zellextrakte von HL-60-Zelten 



55 



HL60 Zeilen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labcrmasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GlBCO-Katalog Nr. 074-01 8001 das noch 2 g/l NaHCOa und 5% fBtales KSiberserum enthtalt. in 
einer 5% C0 2 -Atmosphare kultiviert und anschiiessend zentrifugiert. 

Zum Erzielen hoher ZelldichtBn in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchQOfuhrt. 
Hierftlr wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Miilipore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0 32 m* (1 Kassette) in den ausseren Zirtculationskreislauf Integrtert. Das Kulturmedlum (siehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Wataon-Marlow Pjmpen TYP 303U, mit 5 l/min. umgepumpt Nach einer Dampfsteriliss- 
tion der Aniegen v/obei das 'PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisier; wurde, wurde die 
Fermentaticn mit v/acrsenden HL-60 ZeKen aua einem 20 I Airliftfermenter (Chemap) gestartet. Die 
Ze:lzuchtung im Impffermenter erfclgte im konventionellen Batchverfahren in dam Medium gemass Tabelle 

$ 1 und einem Startzelltiter von 2x10 s Zel Ion/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,9x10 s Zellen/ml in den 75 I Fermenter uberfuhrt. Der pH-Wert wurce bei 7,1 und der p02 Wert bet 25% 
Sattigung gehalten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikropcrose Fritte erfolgte. Nach anfangiicher 
Baichfermerrtatlon wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x1 0 6 Zellen/ml mit 30 i 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Filtratseite der Membran wurde das kcnditionierte Mecium 

io abgezogsn und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie folgt 
verstarkt Primatone von 0,25% auf 0.35% f Glutamin von 5 mM auf S mM und Glucose vor. 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurds dann am 3. und 4. Tag auf 72 I Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erroht. Nach 120 Stunden der kontinuierliehen Zitahtung wurde die Fermentation oeendet. Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x10 6 Zciien/mi. Die 

ts Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10 6 Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zellcichte auf 30-36 Stunden an. Dor Anted dor lobondcn Zellen lag wahrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekuhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Model! J-6B. Rotor JS), 3000 rpm. 10 min.. 4* C) 
geerntet. 

20 

Tabelle 1 



25 



HL-60 Medium 

Komponenten Kon2entrat ionen 

mq/1 

CaCl 2 (wasserfrei) 112,644 



30 Ca(N0 3 ) 2 *4H 2 0 20 

CuSO »5H o 0 0,498*10 
4 c 

Fe(N0 3 ) 3 »9H 2 0 0,02 

FeSO »7H O 0,1668 

35 4 2 

KC1 336,72 

KN0 3 0,0309 



-3 



40 



MgCl (wasserfrei) 11,444 



4S 



50 



S3 
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MgSO^ (wasserfrei) 
NaCl 

Na HP<> (wasserfcei) 
2 4 

NaH PO -H^O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO «7H 0 
4 2 

D-Glucos* 

Glutathion (red.) 

H«pes-Puf f 

Hypoxantftin 

Li. no Is Sure 

Llponsaure 

Phenolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca -Panto the nat 

c&olinctilorid 

Fols&ure 

i-Inositol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

paca-A.minoben2oesauce 

Pycidoxal HCl 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCl 

Vitamin B 12 

L-Alanici 
L-Aspataginsaure 
L-Asparagin K^O 
L-Arginin 
L-Arginin HCl 
L-Aapartat 



68, 37 
580L,8 
183.408 
75 
9. 6»10~ 
0.172S 

4000 
0,2 

2393,2 
0,954 
0,0168 
0.042 
10,24 

0,0322 
88 
0,146 
0,04666 
2, 546 
5.792 
2,86 
11,32 
2,6 

0.0074 
0,2 

2, 4124 
0.2 

0, 2876 
2. 668 
0,2782 

11,78 
10 

14,362 
40 
92,6 
33,32 



EP 0 417 563 A2 



L-Cystin 2HC1 


62.04 


L-Cy6tein HC1«H 2 0 


7,024 


L-Glutaminsauce 


36,94 


L-Glutarain 


730 


L-Glycici 


21, 5 


L-Histidin 


3 


L-Histidin HC1»H 7 0 


27,392 


L-Hydroxypyrolin 


4 


L-Isoleucia 


73,788 


L-Leucin 


75,62 


L-Lysin HC1 


102.9 


L-Mettiioain 


21. 896 


L-Phenylalanin 


43. 592 


L-Prolin 


26.9 


L-Serin 


31.3 


L-Threonin 


53 


L-Tryptophan 


11.008 


l-Tyrosin«2Na 


69.76 


L-Valin 


62.74 



Penicillin/Streptomycin iqq u/ml 

Insulin (human) 5 ug / m i 

Tranferrin (human) is yg/ml 

Rindecsecumalburain 57 u g/ml 
Priraatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 0.25% 
Pluconic F68 

(Secva, Heidelberg, BRD) 0.01% 

Fdtales KSlberserura 0,3-3% 

Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g/f KCI. 0.2 g/l KH2PO*, 8.0 Q/l Nad, 2.16 
g:l NaaHPO* ■ 7H 3 0), cier mit 5% Dimethylformamid. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Laupeptin, 1 uM Pepstedn. 1 mM o-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
versetzt war (im folgenden aJs PBS-M bezeichnet), gswaschen. 0\a gewaschenen Zeilen wurden bei einer 
Dichte von 2.5 MO 8 Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extrahiert Der Zellextrakt 
wurd© durch Zentrrfugalion geklart {15000 x g, 1 Stunde: 100 000 x g, 1 Stunde). 



Beispiel 3 
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Hsrstellung von monoklonalen (TN F-BP)-Antiko:pern 



Eln gemass Beispiel 2 erhaltener Zentrifugationsuberstard aus Kuitivierung von HLSO-Zelten im 
experrmentellen Lafcormasstab wurde im Verhaltnis 1;i0 mit PBS verdunnt. Der verdunnte Ueberstand 

5 wurde bei 4*C auf sine Sauie aufgetragen (Flussrats: 0,2 ml/mir.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Had 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-o [Pennica, D. et at. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai, T. et al. (1935) Nature 3-!3 , 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass den 
Empfehlungen des Hersteliers gekoppett warden war, Die Saule wurde bei 4*c und einer Durchfiussrate 
von 1 ml/min zuersi mit 20 ml PBS. das 0.1% Triton X 114 onthislt und canach mit 20 ml PBS gewaschen. 

to So angereichertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Flussrate von 2 mL/min mit 4 mi 100 mM Slycin, pH 
2.8, 0,1% Decylmaltosid eiuiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amieon] auf 10 ill 
konzentriert. 

10 u\ dieses Eluates wurden mit 20 u.1 vollstandigem Freundsehen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Je 10 U.I der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
rs 33 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 in cine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Baib/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet, der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/l NaHCOa snthlelt, durch 
wiaderholtes Pipettieren suspendiert. Gemass einem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980), 35 , 1] wurden 5xi 0 7 Zellen des Lympnknotens mit 5xi0 7 PAJ Maus- 
Myeiomazellen (J.W. Stacker et al.. Research Disclosure. 217, Mai 1962, 155-157). die sich In :ogarithmi- 
schem Wachstum oetanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemischt, durch Zentrifugation gesammeit und 
durch leicrttes Schutreln in 2 ml 50% <w/> Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch iangsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Mlnuten vorsichtigen Schuttelns verdunnt Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammeit und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM + 20% fotales 
Kalberserum. Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 nM), 100 U.M Hypoxanthine, 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 a VI Thymidine (HAT)] resuspendiert Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschaien, die 
ieweils 96 Vertiefungen enthieten, */erteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37' C in einer Atmosphare 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tags lang inkubiert. 

30 Die ArtikiJrper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
odcr durch ihre Bindung an Antigen im Fiitertest gemass Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
AktivltSt von antt(TNF*BP)-Antik5rpern wurde folgendermassen verfahren: 5x1 0 s HL60 oder U937- Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1840 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monokionalen anli-(TNF- 
BP)-Antikorocm oder Kcntrallantikdrpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

as Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubalion bei J7*C wurden 
aie Zellen durch Zentrifugation gesammeit und mit 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zusatzlich 0.1% Natriuma^id und 12S I-TNF« (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNF« (s.o.) enthielt, resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivitat des l2, l-TNFei betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bet 4*C inkubiert. 

40 gesammeit und 4 maJ mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt. bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaklivitat wurde in eirfem 7 -Scinti!!ations-zahler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen. die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antikorpem behandelt warden waren. bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5xl0 6 Zellen). 

45 

Beispiel 4 



so Affinitatschromatographte 

Fur die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltaner monoklonaler anti-(55 kD 
TNF-BP)-Amikorper (2,8 mg/ml GeJ). TNFo (3,0 mg/ml Gel) und Rinderserumalbumin {BSA. 8,5 mg/ml Gel) 
gemass den Vorschriften des Hersteliers kovalent an CNBr-aktivisrte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, 
55 Schworien) gekoppelt. Der gemass Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde ubcr die so hergestellten und in 
der foigenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten Sauten geleltet BSA-Sepharose-Vorsaule, Immunaffi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antjk5rperI, TNFo-Ugand-Affinitatssauie. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten S3ulen abgetrennt und elnzeln fOr sich rpit ie 100 ml der foigenden 
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PufferlSsungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100, 0.5M NaCl. 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin. 100 E'ml Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100, 10 mM eenzamidin, 100 E/ml Aprotinin. Sowo'nl die Immun- als auch dio TNFa-Liganc- 
Affinitatssaule wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% Decylmaltoside, 10 mM 

5 Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin jece fur sich eluiert. Die in Fiitertest gemass Beisptel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Satis wurden danach jeweils vereint und mit 1M Tris pH 8,0 neutratisiert. 

Die so vereinten TNF-3P-aktiven Fraktionen der Immun-Affinitatechromatographi© einerseiis und der 
TNFa-Ugard-Affinitatschromatograpnie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eirte 
kl9ine TNF«- Ligarid-Affinitatssaule aufgetragsn. Danach wurden diese beiden Saulen rr.it jo 40 ml von {1} 

to PBS. 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0,5M NaCt. 
10 mM ATP, 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5. 
150 mM NaCl, 1,0% NP-40, 1,0% Desoxychoiat, 0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschtiessend wurden die Saulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% QGcylmaitosid eluiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von jader Saute wurden fUr sich gesammelt und die gemass Fiitertest (Beispiel i) 

is aktiven Fraktionen von jeder Saule jaweils rjr sich vereint und in einer Centricon-Einhait (Amicon, 
Molekuiargewichts-Ausschluss 10'000) aufkonzentriert. 



Beispiel 5 

20 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemass Beispiel 4 erhaltensn aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-Affinitatschromatographie) jeweils fUr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsaure, 0,1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren, aufgetragen. Oie Saulen wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradiemen (0-80%) im gleichen 
Puffer bet einem Fiuss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1.0 ml wurden yon jeder Saule gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jedar Saule fur sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Fiitertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
4Q SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgatrgnnt Dazu wurden die Prooen in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95 *C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66.2 kD), Ovalbumin (42,7 kO). Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 kD) und Lysozym 
45 (14-.4 kD). 

UntBr den genannten Bedingungen wurden fQr Proben, die gemass Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenat- 
finitatschromatographie vort Immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bet- 
spiel 5 weiter aufgetrennt wcrden waren, 2wei Banden von 55 kD und 51 kD aowie drei schwachere Bar.den 
von 3fl kD. 36 kD und 34 kD erhatten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad. 

so Richmond. California USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris, 192 mM Glycin. 
20% Methanol auf eine PVQF-Membran {Immobilon. Millipore. Bedford. Mass. USA) transleriert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Blau (Serva. Heidelberg, BRD) in 
Methanol/WasservEissssig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt Oder mit entfettetem Milchoulver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mft TNF-BP-Aktlvitat mit l25 f-TNFa gemass den in 

as Beispiel 1 beschriebenen Rltertestbedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich, dass alio in der Proteinfarbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezjflsch TNFa banden. Alle diese Banden bandon im Western Blot 
nacri Towbin et a!. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Antt-55kD-TNF-BP- 
Antikflrper. Dabei wurde ein gemass dem In Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mit Na 12S ! radioaktiv 
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markierter, affinitatsgereinigter (Mausimmunglobulin-Sepnarose-4B-AHinitat33aule) Xaninchen-anti-Maus- 
Immunogicbulin-Antikiirper zurn autoradiographischen Nachweis diesoa Antikorperg eingeselzt. 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimatige TNF-u-LigandenaffinitStachromatographie des Durch- 
laufs der InrmunaffiniLatscnromatographie eitalten und durch HPLC gemass Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingurgen zwei 
zuaatzliche Banden von 75 kD und 65 kD, die beide im Filtertest {Beispiel t) spezifisch TNF banden. im 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine Gieser beiden Banden nicht mit dem 
gernass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antikorper. Sie reagierten allerdings mit etnem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikorper) gemass 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war, 



Beispiel 7 

75 

Aminosauresequenzanalyse 

Zur Aminosauresequenzanalyse wurcen die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 

20 {Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels cer in Beispiel 6 bcschrisbenen, nun jedoch reduziersnder, SDS- 
PAGE Bedingungen {SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gofunden, die allerdings auf Gruna der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD hilhere Moiekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wuraen dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Eisessig {50/40/10 Volumenteile) wShrend 1 Minute gafarbt, mit Methanol/Wasser/Eisesslg 
(45/48/7 Volumenteile) entfaYbt. mit Wasser gespUrt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtti- 
chen Schritten wurden zur Vermeldung von N-terminaler Blockierang die von Hunkapiller [34] angegabenen 
Bedingungen eingeharten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosaurasequen- 
zierung eingesetzt. Um zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Cerboxymcthylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation", J.E. Shivefy, 
ed.. Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan {Tarr. G,E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation", 165-166, op.cil), Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bskannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat {Applied Biosystems Modell 470A, ABi, Foster City, 

3G Calif., USA) mit cincm on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Amino9aureanalysator (Applied 
Biosystems Modell 120, ABI s.o.) sequen2iert, wobei die folgenden Aminosauresequenzon bestimmt 
wurden: 

1 1 j Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Vai-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-Hls-Pro-GIn-X- 
40 Asn-Ser-He, 
und 

Ser-Thr-Pro-GIu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fOr einen AminosSurerest steht. rler nicht bestimmt werden konnte. 
2„ Fur die 51 kD und die 38 kD-Banderi (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu - Val-Pro-His-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., FGr die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminaien Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermittalt. Da 
etne der beiden Sequenzen einer Teilsequen2 des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurde fur die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet: 
50 Leu-Pro-Ala*Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-A!a-Pro-Glu-Pra-Gly-Ser-Thr-Cys. 

wobei X fur einen Aminosaurerest steiit. der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsecuen2an fur 75(65)k0a*TNF-BP wurden bestimmt: 
I le-X- Pro-G ly-Phe-G iy- Val- Ala-Tyr- Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

ss Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-rnr-l^u-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-GIu-Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-aiy-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 

und 

g Val-Pro-His-Lsu-Pro-Ala-Asp 
und 

(3ly-Ser-Gln-Giy-Pro-G!u-G!n-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Prc 

wobei X fur einen Aminosaure rest steht, der nicht oestimmt werden konnte. 

10 

Bei spiel 8 



is Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DMA (cDNA) 



Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Formel IA wurden urter Berucksichtigung des 
gsnetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 antsprechende, vollstandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementaritat synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale zellufare RNA wurde aus HL60-Zsllen isoiiert [42, 43], und der erst© cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligorucleotid mittels eines cDNA-SynthBse-Kits (RPN 
1256. Amersham. Amersham. England) gemass der Arleitung des Herstellers synthetisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten d9generierten "sense" und *anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PGR, Perkin Elmer Cstus. Norwalk, CT, USA gemass Anleitung des 

25 Herstellers) dazu verwendet, die fiir die Aminosaure-Reste S-16 {Formel iA) codierende Basesequenz a Is 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet: 5- 
AGGGAGAAGAG AGATAGTGTGTGTCCC-3 . Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet, urn nach 
bekannten Verfahren einen fQr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer Xgti 1-cDNA-Genbank 
von mcnschifcher Placenta zu identifi2jeren (42.43). Dieser Klon wurde dann nach Gbllchen Metnoden aus 

oo dem x-Vektor geschritten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUCi9 
(Pharmacia, Uopsaia, Sweden) und in die M13mp18/Mi3mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden) klaniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klans wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biocnemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeleitete Aminosauresequen2 fur das 55 kD TNF-BP und dessen Stgnalpeptid 

35 (Aminosaure "-28* bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Tschnik ublichen 
Abkurzungen fur Basen wie Aminosauren dargesteltt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptcrproteinsequenzen Iass3n sich ungefShr 180 Aminosauren snthaltende N-terminale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminale Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Flgur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

*o thettsche Glykosylierungsstellen sind in Figur 1 durch Sterne Liber dsr entsprechenden Aminosaure 
gekennzeichnet 

Im Wesentlrchen analogs Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu idontifiaeren, wobei allerdings in dtesem Fall genornische humane DNA und von 
Peptid II A abgeleitaten vollstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" Oligonu- 

45 cleotide verwendet wurden, urn eine primare, 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kettsnreaktion 
herzustsllen. Diese cDNA-Probe wurde dann da2u verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschledener Lange zu identifizioren. Dies© cDNA-Bibliothsk wurde mittels isolierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach dsn Angaben des Herstellers hergestellt. Die Sequenz einas 
soichen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestellt. wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so White. An Stella des Serins in Position 3 muss am Threonin das von "ACC" nicht von "TCC kodiert wird, 
stehen. 

Bei spiel 9 

55 



Expression in COS 1-Zellen 
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Fur die Expression in COS-Zei!en wurden Vektoien ausgehend von derm Plaemid "pN11" <<cns:rui6rt. 
Das Plasmid "PNn" enthalt den effizienten Promoter und Enhancer des "major immediate-early" Gons 
des menschlichen Cytomegaioviais ("HCMV"; Scshart et ai., Cell 41_ , 521*530, 1995). Hinter dom Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthalt, die nur einmal im 
Plasmid vorkommen fPolyiinker"). u.a. die Schnittstellen Kir Hindlll Ball, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

PVUlI 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ' 
3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 



Hinter diesen Schnittstellen betlnden sich drei Translations-Stopcodons in alien drei Leserasiern. Hinter der 
Polyiinkersequen2 befindet sich das 2. Intron und das Poiyadenylierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et al., Ceil 18 . 545-553. 1979). Das Piasmid enthalt ferner den Replikationaursprung dcs 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322, das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz verleiht und die 
Repllkation des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

Zur Karstrukdon des Expressionsvektors "?N123" wurda dieses Plasmid "pN11" mit der Restnktions- 
endonuklease Pvuil geschnitten und anschliessand mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
20 rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert (V1). Die s'-cberhangenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ^kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (aiehe Beispiei 8) wurden mit Hilfe von 
K)enow-£nzym aufgefGllt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel iscKert (Ft). 
Danach wurcen V1 und F1 mitteia T4-Ligaae miteinander verbunden. G. coii HB1 01 -Zellen wurden darn mit 
diesem LigierungsansaU: nach bekannten Methoden [42] bran sformi art. Mit Hilfe von Ftcstriktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert die mit einem 
Plasmid transform iert worden waren. welches das Ukb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fur die Expression uber den HCMV-Promotor korrekten Oricntierung enthielt. Dieser Vektor emielt die 
Bezeichnung "pN123". 

Zur Konstruktion des Vektors "pKlQ" wurde folgendermassen verfahren. En DNA-Fragment. welches 
nur die fOr den extrazellularen Tail des 55 kD TNF-BP codierends cDNA enthalt (Aminosauren -23 bis 132 
gemass Figur 1) wurde mitteia PCR-Technologie erhaiten (Saiki et al.. Science 230 . 1350-1354, 1985. 
siehe auch Beispiei 9). Die tolgenden Oligonukleotide wurden, um die fur den extrazellularen Tail ces 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN!23" zu amplifi2ieren, verwendet: 

35 

BAMHI 

5 ' - C ACAGGG ATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCC AC- 3 1 



40 ASP7L8 

3 1 - CGTG ACTCCTC AGTC CGTGG T GT AT T A TCTC T AG AC CATGGCCC-5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Amincsaure 182 
45 eingefuhrt. Das so amplifiziarte DNA-Fragment wurda mit BamHI und Asp7!8 geschnittene die hierbei 
entstandenen iiberstehenden Enden mit Hilfe des Kienow-Enzyms aufgefiillt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde dann init VI ligiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101. wie bereils beschriebene verwendet. Transformanten, die mit emem 
Plasmid transform Iert worden waren. welches das DNA-Fragment in der fUr die Expression uber den 
50 HCMV-Promotor korrekten Orieniierung enthielten. wurden mitt3ls DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pKl9". 

Transtektion der COS-Zeilen mit den Plasmiden "pNl23 rt oder "pKl9 n wurde nach der von Feigner et 
al. vertJffemllchten Lipofections- Methods (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1997) durchgefuhrt 72 
Stunden nacn erfoigter Transfektion wurden die mit ^123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
55 den mit 12S l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Results* der Scatchard-Analysc [Scatchard, G., Ann. N.Y. 
Acad. Sd. 51 , 680. 1949] der so erhattenen Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 2B dargestellt. Die 
KulturUberstSnde der mit B pKl9 n transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich"-Test untersucht Dazu 
wurden PVC- Microti terplatten (Dynatech. Arlington, VA, USA) mit 100 ulVLoch eines Kaninchen-anti-Maus 
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lmmungiobulin3 (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. A.nschiiessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
enti-55 kO TNF-BP-Antikorpar, der gemass Beispiei 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
iaofiert wurde, der aoer die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkubiert {3 Stunden, 20* C). Die Platte 
wurde dann wiecer gewaschen ur.c uber Nacht bei 4' C mit 100 ul/Lcch der KuiturCberstande {1:4 verdunnt 

5 mit 1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCl. 5 mM EDTA, 
0,02% Na-Azid) inkubiert. Die Platte wurde entleer* und mit 125 l-TNFa enthaJtendem Puffer A (10 s cpm/ml, 
1-00 ixl ; Loch> mit oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wahrsnd 2 Stunden bei 4C inkubiert. 
Danach wurde die Platte 4 mat mit PBS gewaschen, die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem 7 -Zahler gemeasen. Die Resultate von 5 parallelen Transfektionen (Saulen # 2, 3, 4, 6 end 7), von 

jo zwei Kontroil-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen #1,5) und von einer Kontrolle mit HL60-Zell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Figur 3 dtrgesteilt. 

Beispiei 10 

T5 



Expression in insektenzelien 

20 Fur die Expression in einem Baculovirus-Exprcssionssystem wurde von dem Plasmid "pVL941" 
(Luckow una Summers. 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 , 31-39) ausgegangsn und dieses 
folgendarmassen modlfi2iert. Es wurde die ein2ige EcoRi-Restriktionsschnittstelie in "pVL94i" entfernt. 
indem das Plasmid mit EcoRl geschnitten unc die uberstenenden s'-Enden mit Kienow-Enzym aufgefGlit 

55 wurden. Das hieraus erhaitene Plasmid PVL94-1/E- wurde mit BamHl und Asp7l8 veraaut und der 
Vektorrgmpf anschliessend aus einem Agarosegel isoiiert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der foigenden Sequenz ligien: 

BaraHl EcoRl Aep7ia 

30 

5 ' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 ' 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 ' 

35 E. coli HB1Q1 wurde mit dem Ligierungssnsat2 transfcrmiert und Transformanten, die ein Plasmid 
enthieiten. in welches das Oligonukleotid kormkt eingebaut worden war. wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfervektors "pNii3" wurde dieses Plasmid "pNR7Q4" mit EcoRl 
geschnitten, mit alkalischer Phosphatase behandett und der so erzeugta Vektorrumpf (V2) anschliessend 

4U aus etnem Agarcsegei isoiiert. Das wie oben mit EcoRl gesctinittene 1,3 kb-Fragmem der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligierungsansatz erhaitene Transformanten. die ein 
Plasmid erthietten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Ortentierung fUr die Expression Uber den 
Poiyhedrinpromotor enthieiten, wurden idemiftaiert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor emielt die Bezeicrtnung 
■PN113". 

45 Zur Konstruktion des Transfervektors "pNH9" wurde folgendermassen vcrgegangen. Das 1.3 kb 
EccRI/EcoRi-Fragrnent der 55 kD TNF-BP cONA in dem "pUCl9*'-P!asmld (siehe Beispiei 8) wurde mit 
Ban) verdaut und mit dem foigenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 

BanI Asp713 
50 S ' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 ' 

3 ' - G TGT ATT ATCTC TAG AC C ATGGCC C - 5 ' 

Mit dem ooigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter Aminosaure 182 und eine 
55 achnittsteile fur die Restriktionsendonuklease Asp7l8 aingebaLt. Nach erfoigter Ligation wurde der Ansatz 
mi* EcoRl und Asp7i8 vardaui und das panielie 55 kD TNF-BP- Fragment (F3) isoiiert. Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp7l8 und EcoRl geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligierungsansatz in 
E. coli HB101 transform iert. Die loentifikation der Transformanten, weiche ein Plasmid enthieiten. in das die 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA kore*t fur die Expres sion intogriert worden war, erfclgte wie bersits 
beschrieben. Das aus diesen Transform ante n isolierte Plasmid erhielt den Namen rt pN1l9". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurd© folgencermassen vorgegangen. Das in Beispiei 9 
beschriabene. fUr den extrazelluiaren Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 

5 angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiei 9 beschriebene ampliflziort. 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp7i8 geschnitten und aus einem Agarcsegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "cNRTCW wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurce 
isoliert (s o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert. E. coli HB101 damit transformiort und der 
rekombinante Transfervektor "pN124 n wurde. wie beschrieben, idertifiziert und isoliert. 

io Zur TransfekLion der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
"pNH3 n wurden mit 1 ug DNA des Autographa caiifornica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127S39) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Viren wurden identifier und aus 
•Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden v/iedarum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kuitur wurden die infizierten Zellen auf Sindung von TNF mittels 

is i2S|-TNFa untersucht. Oazu warden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette vcn der ZeJlkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldicnte von 5x1 0 s Zellen;ml Kulturmedium [521, das 10 ng/ml 123 1- 
TNF-of enthielt, sowohl in Anwesanheif wie Abv/esenheit von 5 ug/ml nichtmarkiartcm TNF-o resuspenoiert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert Danach wurden die Zelien mit reinem Kulturmedium gewaschen una die 
zeilgebundene Radioaktivitat in einem ^-Zahler gezahlt {siehe Tabelle 2). 

20 

Tabelie 2 



25 



30 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10 s 
Zetlen 


nichtintizierte Zelien (Kontroiie) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 i 330 cpm 1} 



11 Mittelwert und Sianaardabweichung aus 4 Experimenten 
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Beispiei 11 



40 



Analog zu dem in Beispiei 9 beschriebenen Verfahren wurde das fOr dor extrazelluiaren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDN A- Fragment nun jedoch mit den folgendcn Oligonukieofcden ale Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplrfiziert: 



OligonuKleotid 1: 



45 

Sst I 

5 ' -TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 ' 



GO 



Oligonukleotid 2: 



• sst:- I 

6S 5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 1 

Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H 7 3-V 9 ktor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/80] ligiert, 
aus dem die CD4-cONA uber die Sst l-Restriktions-Schr.ittstellen herausger.ommon worcon war. Sstl- 
Schnittatellen cefincen sich in dem Vektor pCD4-H 7 3 sowohl vor wie in dom CD4-Teilsequenzstuck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protopiastenfusion rach Oi et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

s 825-829, 1983) in J558*Myelomzellen {ATCC Nr. TIB6) transfiziert. Transfelcanten wurden durch Zugabe 
von 5 ug/'ml Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 16 , 851-354 
['•986]) in das Grundmedium {Dulbecco's mcdifi2iertes Eagle's Medium, 10% fotales Kalbirierurn, 5 x 
10" S M 2-Mercaptoethanol) selektioniert. Das von den transfi2iertcn Zclien sekretierta Expressionsorodukt 
kannte mittels ublicher Methoden cer Protsinchcmie, z.B. TNF-BP-Antikorper-Affinitatschromacographi©, 

io gereinigt warden. Falls nicht bereits spczrfisch angegeben, wurden zur Kuitivierung dar verwendeten 
ZelHinien, 2um Klonicren, Selektionieren bzw. zur Expansion der Wonierten Zellen Standardverfahran, wie 
z.B. von Freshney, R.I. in "Culture of Animal Cells", Alan R. Liss, Inc., New York (1983) beschrieben, 
verwendet. 
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Anspaiche 

1 . Nichtlosliche Proteine und Iflsliche Oder nichtl5sllche Fragmente davon, die TNF binden, in homogsner 
Form, sowie deren physiologisch vertra"glicrie Setze. 

2. Verbindungen gemSss Anspruch 1. die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charaktBrisiert sind. 

3. Verbincungen gemas3 einem der AnsprUche 1 una 2. die wenigstens erne der folgenden Aminosaurese- 
qucnzen enthaiten: 

Leu-Vai-Pro-Hia-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-X-Asn- 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 

He-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Prc-Glu-Thr-Lau-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-GIu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gty-Glu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Prc-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Gtu-Gln-Gln-X-X-Leu-tle-X-ASa-Pro 
wobei X fOr einen nicht bestimmten Aminosaurerest steht. 
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4. DNA-Sequerzen. die fur nichtlosliche Proteins oder lo.siiche wie nicnttdsliche Fragments davon, die TNF 
binden, kodiersn, wobei solche DNA-Sequenzer. aus den folgerden auswahlbar sind: 

(a) DNA-Seauenzen, wie sie in Figur 1 oder Figur 4 darges:ellt sind, wie deren kompiemerrtaren Strange, 
ader solche, dio diese Sequenzsn umfassen; 
5 Co) DNA-Sequen2en, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht rr.it Sequenzen, wie unter 
(a) jnd (b) definierte hybridisieren, aber die fur Polypeptide mit ganau gleicher Aminosauresequenz 
kcdieren. 

5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 4, aie eine Kombination aus 2wei Tell-DNA-Sequenzen umfssser., 
to wobei die eine Teilsequen2 fur Idsliche Fragmente von nichtfdslichen Proteinen, die TNF binder <odiert 

und die andero Teil-Sequenz, fur alls Domanen ausser der ersten Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Immunglobulinen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert. 
S. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 5, wobei besagte humane Immunglobuline IgM bzw. solche der 
Klasso IgG sind. 

fs 7. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 6, wobei besagte humane Immunglobuline solche vom Typ Igl b2w, 
lg3 sind. 

8. von DNA-Sequenzen gemass sinem der Anspruche 4-7 kodierte rekombinante Proteine, wie alteiische 
Varianten, cder Deletions-, Substitutions- oder AdditionsanaJoge davon. 

9. Vcktoren. die DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 4-7 enthaiten und zur Expression der von 
so diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotlsctien Wfrtssystemen geeig- 

nst sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vector gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10, wobei diese SSuger- Oder Insektenzellen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemass einem der Anspriiche 1-3 ocer 8 gerichtete Antikdrper. 

13. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemass einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekannzeich- 
net, dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfGhrt; Herstellung sines 
Zellextraktes, fmmunafflnitatschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenafflnitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewiinschte die so isoilerten Verbindungen chemiscr oder 

30 snzymatisch spaltet und/oder in geetgnete Salze uberfOhrt 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet ist. 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kuitiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der Anspruche t-3 oder 8, gewunschtenfalla in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeulisch verlragtichen Tragermaterielien ent- 
haiten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Sehandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind. dass sie eine oder mehrera Verbindung (en) gemass einem der 

40 Anspruche 1-3 oder 8, gewGnschtenfaJIs in Kombination mit weiteren Pharmazaulisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, ineiten, therapeutisch vertragtichan Tragermateri alien enthalten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandtung von Krankhei- 
ten. 

1B. Verwendung einer Verbindung gem£ss einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankfiai- 
45 ten, bei denen TNF involviert ist. 

19. Eine wie in einem der Anspruche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist. 
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Fiaur 1 



- 1 3 5 GAATTCGGGGGGGTTCAAGA.TCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAA 

-125 CCCTCAACTGTCACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAG^ 

-65 CCAGCACTGGCGCTGCCAGACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTG 
-28. 

- 3 0 Met Gly LeuS erThrValP roAspLeuLeuLeuProLeuValLeuLeuGluLeu 

-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

+ 1 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHisLeuGlyAapArgGlu 

55 TTGGTGGGAATATACCCCTCAGGGGTTATTGGACTGGTCCCTCACCTAGGGGACAGGGAG 
• ♦ • » » « 

10 LyaArgAapSerVaiCysPtoGinGlyLyaTyrlleHiaProGlnAanAflnSerlleCys 

115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC 

30 CyaThrLysCysHiaLyaGlyThrTyrLeuTyrAanAapCysProGlyProGlyGinAsp 

175 TGTACGkAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT 

5 0 ThrAapCy s ArgGluCyaGIuS erGI y SerP heThrAlaSarGI uAa nKi sLeuArgHi s 

2 3.5 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC 

70 CyaLeuSerCysSerLysCysArgLyaGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 

295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACA 

90 ValAfipArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGlu 

355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAA 

*** *** . 

110 AsnLeuPheGlnCysPneAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 

415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGC 

130 GInGluLysGlnAsnThrValCysTnzCysKisAlaGlyPhaPheLeuArgGluAsnGlu 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTCTTTCT 

150 cy sValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCy sThrLysLeuCysLeuProGln 

535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGRAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 n«fl1iiAgnV*ir^«ft1yThT<;iii*B P S^^ 

595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT 

1 90 PK&PheGlytAugygL^LaiigarT^iiLgiiPKftlleGlyLeiiMgtiTyrArQTyrGlnAra 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACCAACGG 

210 TrpLysS«rLysLeuTyrSerIleValCysGlyLy sSerThrProGluLysGluGlyGlu 

7 1.5 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTGTTTGTGGGAAATCGACACCTGAAAAAGAGGGGGAG 

*** 

230 LeuGluGlyThrThrThrLy sProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 

775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAACCG^AGCTTGAGTCCCACTCCAGGC 

250 PheTlirPPoThrLduGlyPhdSerProValProSarSerThrPheThrSerSerSsrThr 

835 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAGTTCCACCTTCACCTCCAGCTCCACC 

270 TyrThrP roGlyAapCy sP r oAanPheAlaAlaP roArgArgGluVa 1A1 aP roP roTy r 

895 TAIACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGAGGTGGCACCACCCTAT 

290 GlnGlyAlaAspPro I leLeuAlaThrAlaLeuAlaSerAspPro lleProAanP roLeu 

955 0£GGGGCTGACCCCATCCTTGC(»a^^ 
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Fiqur 1 (Forts, ) 



310 GInLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSsrLeuAspThrAspAspProAiaThr 

1 0 1 S CAGAAGTGGGAGG&CAGCGCCCACAA^ 

330 LeuTyrAiaValValGluAsnVaiProProLeuArgTrpLysGluPheValArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA 

350 GlyLeuSerAspHisGlulieAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCTGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

37 0 AlaGlnTyrSerMetLeu^aThrTrpArgArgArgThrProArgArgGluAlaThrLeu 

1195 GCGCAATACAGCATGCTGGCGACCTGGAGGCGGCGCACGCCGCGGCGCGAGGCCACGCTG 

390 GluLeuLeuGly Ar gVa lLeuArgAspMetAapLeuI-euGlyCy 3 LeuGluAsp IleGlu 

1255 gagctcktgggacgcgtgctccc&gacatggacctgctgggct^ 

410 GluAlaLeuCysGl yPr o Al aAl aLeuPr oP roAiaPro Ser LeuLeuArg 

1315 gaggcgctttgcggccccgccgccctcccgcccgcgcccagtcttctcagatgaggctgc 

1375 gcccctgcgggcagctctaaggaccgtcctgcgagatcgccttccaaccccacttttttc 

1435 tggaaaggaggggtcctgcaggggcaagcaggagctagcagcctc 

1495 ccctcgatgtacatagcttttctcagctgcctgcgcgccgccgacagtcagcgctgtgcg 

1555 cgcggagagaggtgcgccgtgsgctcaagagcctgagtgggtggtttgcgaggatgw 

1615 acgctatgcctcatgcccgttttgggtgtcctcaccagcaaggctgctcgggggcccctg 

1675 gttcgtccctgagcctttttcacagtgcataagcagttttttttgtttttgttttgtttt 

1735 gttttgtttttaaatcaatcatgttacactaatagaaacttggcactcctgtgccctctg 

1795 cctggacaagcacatagcaagctgaactgtcctaaggcaggggcgagcacggaacaatgg 

1855 ggccttcagctggagctgtggacttttgtacatacactaaaattctgaagttaaaaaaaa 

1915 aacccgaattc 
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0,01 - 



0.00 




1000 



I 

2000 



3000 



4000 



Bindung/Zelle 



23 



EP 0 417 563 A2 

Fiour 5 




24 



EP 0 417 563 A2 



LLaur. i 



1 SanRapSepUalCyaflapSarCyaGluflapSepThpTypThrGI nleuTppflanTppUol 

1 TCCGRCTCCGTGTCTGflCTCCTGTGflGGflCflGCflCflTRCflCCCflGCTCTGGflRCTCGGTT 

21 ProG I uCyaLeuSerCyaG I ySepflrgCyaSerSerflapG InUalGl uThrG I nfl I aCys 

61 CCCGflGTGCTTGftGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCflGGTGGflflftCTCflflGCCTGC 

41 ThrflpgGluGInflsnRpgl I eCyaThpCyaflpgPpoG 1 ylppTyrCysfl I aleuSepLya 

121 flCTCGGGflflCflGflflCCGCflTCTGCfiCCTGCRGGCCCGGCTGGTflCTGCGCGCTGflGCflflG 

61 Gl nG luGI yCyafipgLeuCyafllaProLeuPpolyaCyaflpgPpoG I yPhaG iyUalRI a 

181 CflGGflGGGGTGCCCGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflflGTGCCCCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 

81 RrgPpoGlyThpGI uThrSepflapUa HJal CyaLyaProCyafl I aProG I yThpPheSer 

241 flGRCCRGGfiflCTGfiflfiCflTCflGflCGTGGTGTGCRflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

101 flanThrThrSerSerThrflapl I eCysRpgPpoH i aG I n i leCyaflsnUa lUalfllatle 

301 RflCflCGRCTTCRTCCRCGGflTflTTTGCRGGCCCCflCCRGRTCTGTRfiCGTGGTGGCCflTC 

1 21 ProG i yftsnfi I aSepfirgflapfl I alio t CyaThrSerThpSerProThpflrgSernetfll a 

361 CCTGGGflflTGCRflGCflGGGRTGCRGTCTGCflCGTCCRCGTCCCCCflCCCGGRGTRTGGCC 

141 PpoGtyfllaUalHi aLeuPpoG 1 nPr oUa I SorThrflr gS«rG I nHi a ThrG I nProSer 

421 CCRGGGGCflGTflCflCTTRCCCCflGCCnGTGTCCflCflCGflTCCCflflCflCfiCGCRGCCflflGT 

161 ProGiuProSerThpRlaPpoSapThpSepPheLeuCeuPpoIletGlyProSerProPpo 

481 CCRGflflCCCRGCflCTGCTCCRflGCRCCTCCTTCCTGCTCCCRflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

181 RIcGluGt ySerThrG I yflapPhefl ! aleuProUa 1 G 1 yLeu i I eUatGiyUai Thrfl I a 

S41 GCTGRRGGGRGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGRTTGTGGGTGTGflCflGCC 

201 LeuGIyLeuLeul fl a I teG lyUal Ual AanCysUol I I ef1etThr6 1 nUd I LyaLyaLya 

601 TTGGGTCTflCTflflTflflTRGGflGTGGTGflRCTGTGTCflTCflTGflCCCflGGTGRflflflflGftflG 

221 P rateuCy atcuG I nfirgG I ufll oLyaUa I ProH i sLauProfl I aflapLy afl I aftp gG 1 y 

661 CCCTTGTGCCTGCRGRGflGflRGCCflRGGTGCCTCflCTTGCCTGCCCRTflflGGCCCGGGGT 
♦ i i i i • 

241 ThrGlnGlyProGluGlnGInHratauLeul leThpfll aPpoSepSerSerSepSorSer 

721 RCflCflGGGCCCCGRGCflGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCflGCRGCflGCTCC 

261 LeuG I uSer Serft I aSerfl 1 aLauRspflrgflrgA I aProThrRrgflanG I nProG I nfllo 

731 CTCGRGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGftCflGflRGGGCGCCCflCTCGGflflCCRGCCflCflGGCfl 
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Ffgur 4 ( Fortsetzung) 



261 ProGtyUaiGluflloSorGlyfilaGl yulufti aflpgAi aSerThrGlySerSerftl aflsp 

841 CCflGGCGTGGflGGCCflGTCGGGCCCGGGflCGCCCGCGCCflGCflCCGGGflGCTCflGCflGflT 
* t , » * • 

301 SerS«rPr oG lyG i yKtsGl yThrG i nUa i flsnUa I ThrCys i I eUa I RsnUo I Cy aSer 

901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGflCCCftGGTCflftTGTCflCCTGCflTCGTCRflCGTCTGTflGC 

321 S»rStpft«pHi jStrStrClnCyaSarSerGlnflloStrSirThpnetGlyftspThpftsp 

961 flGCTCTGnCCRCRGCTCRCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCftCflflTGGGflGflCflCflGflT 

341 SerSerProSerG 1 uSarPr olyaflapG 1 uG I nUd t ProPheSerLy «G I uG I uCyafl I a 

1021 TCCflGCCCCTCGGRGTCCCCGflflGGflCGRGCflGGTCCCCTTCTCCflflGGRGGRRTGTGCC 

36 \ PheflrgSerG 1 nLeuG I uThrProG 1 uThrLsuLeuG i ySarThrG I uG I uLysPr oLou 

1 08 1 TTTCGGTCflCRGCTGGRGRCGtCflGRGRCCCTGCTGGGGflGCflCCGRflGflGflRGCCCCTG 

331 ProLeuG 1 yUo I Pr oflspR t oG I yflet LysProSer 

U 4 1 CCCCTTGGRGTGCCTGRTGCTGGGflTGRRGCCCflGTTRflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1 201 CGTflGCCRflGGTGGCTGflGCCCTGGCBGGRTGflCCCTGCCflfi6GGGCCCTGGTCCTTCCft 

1261 GGCCCCCRCCRCTRGGflCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCflflGTTCCTCTflGTGCCCTCCflC 

1321 flGCCGCRGCCTCCCTCTGflCCTGCflGGCCflflGflGCRGflGGCflGCGflGTTGTGGflflflGCCT 

)381 CTGCTGCCflTGGCGTGTCCCTCTCCGflfl6GCTGGCTGGGCflTGGRCGTTCGGGGCflTGCT 

1441 GGGGCflflGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCflGCTOCftCCTGCCftGCCTGGCTT 

1501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCRGflflflflCCCCflGCftTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 

1621 flGRGGRGGCflTGCTGCCTGflGTCflCCCflTGRfiGflCflGGRCRGTGCTTCflGCCTGflGGCTG 

1681 flGRCTGCGGGRTGGTCCTCGGGCTCTGTGCflGGGflGGflGGTGGCflGCCCTGTRGGGRflCG 

1 74 1 GGGTCCTTCRflGTTflGCTCRGGflGGCTTGGflflflGCRTCflCCTCflGGCCflGGTGCflGTGGC 

1801 TCflCGCCTRTGRTCCCflGCflCTTTGGGflGGCTGflGGCGGGTGGRTCflCCTGflGGTTRGGfl 

1661 GTTCGRGflCCflGCCTCGCCflRCflTGGTflflflfiCCCCRTCTCTflCTflflflflflTRCflGflRftTTR 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCRCCTRTflGTCCCRGCTRCTCflGflflGCCTGRGGCTGGGRflftT 

1 98 1 CGTTTGflflCCCGGGfiflGCGGRGGTTGCflGGGRGCCGflGflTCfiCGCCflCTGCflCTCCflGCC 

2041 TGGGCGflCflGflGCGfiCflGTCTGTCTCflflflRGflflRflflRflfiflfifiGCflCCCCCTCCflflRTGCT 

2101 flflCTTGTCCTTTTGTflCCRTGGTGTGflflflGTCflGflTGCCCflGflGGGCCCflGGCRGGCCflC 

216! CRTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCflflGRTflflCGCRCTTCTRRCTRGRRflTCTGCCflflTTT 

2221 TTTRflflflflRGTRRGTRCCRCTCflGGCCflflCflflGCCflflCGRCflflflGCCflflflCTCTGCCflGC 
2281 CRCflTCCflflCCCCCCRCCTGCCflTTTGCflCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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ment das TNF bindet und zum anderen Tail aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten 
Region der schweren Ket e humaner Immunglobuli- 
ne bestehen und die davon kodierten rekombinanten 
Protsine wie Verfahran zur der en Hersteltung mtttels 
transformierter pro- wie eukaryotischer Wirtszelien. 



^ © Die vorliegende Erfindung betrifft nichtloaliche 
m Proteine sowie losliche oder nichllSsliche Fragmente 
2 davon, die TNF binden, in homogener Form, sowie 
If) deren physilogisch vertraglichen Salze, insbesonde- 
1^ re solche Proteine mit einem Molekulargewicht von 
v_ etwa 55 Oder 75 kD (nichtreduzierende SDS-PAGE- 
^ Bcdingungon), Verfahren zur Isolicrung solcher Pro- 
q teinen Antikorper gegen solche Proteine, DNA-Se- 
quen2en, die fUr nichtlosliche Proteine sowie losli- 
che oder nichtlosliche Fragment© davon, die TNF 
binden, kodieren. wie solche, die fur Proteine kodie- 
ren, die zum einen Tail aus einem lOslichen Frag- 
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1. NichtLosliche Proteine und losliche oder nichtlbsliche Fragmentc 
davon, die TNF binden, DNA-Sequenzen, die fur die obengenannten 
Proteine kodieren, Vektoren, die diese DNA-Sequenzen enthalten 
und Wirtssysteme mit diesen Vektoren transf ormlert and verwendung 
davon zur Herstellung der Proteine, 

2. Fusionsproteine, die ein Fragment des TNF-bindenden Proteins 
und eine Ig-stammende Domane enthalten, DNA-Sequenzen, die fur 
die obengenannte Proteine kodieren, Vektoren die diese DNA-Sequenzen 
fQr die obengenannten Fusionsproteine enthalten, Wirtssysteme mit 
diesen Vektoren transf ormiert gegen diese Fusionsproteine 
gerichtete Antikorper. Verfahren zur Herstellung dieser Fusions 
proteine und pharmazeutische Zusammenf assungcn sie enthaltend. 

3. Gegen Produkte des Anspruchs 1 gerichtete Antikorper. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Produkts des Anspruchs 1, falls 
nicht erworben unter Verwendung der DNA-Sequenzen als in 
Anspruch 1 erwahnt. 



5. Pharmazeutische Zusammen zetzungcn, die ein Produkt des 
Anspruchs 1 enthalten. 



